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摘要 目的 :研究 干扰 素 调 节 宿 主 限制 性 因子 SAMHD1 的 表达 而 抑制 HBV 复制 的 分 子 机 制 。 
方法 : 首先 不 同 剂量 的 干扰 素 a、B 和 y 处 理 Huh7.0 细胞 ， 通 过 荧光 定量 PCR 和 Western blot 
检测 SAMHD1 在 转录 和 翻译 后 的 表达 水 平 ; 进一步 通过 siRNA 干扰 内 源 性 的 SAMHD1， 
再 评价 干扰 素 a、B 对 病毒 的 抑制 效应 ; 最 后 通过 免疫 荧光 检测 了 干扰 素 g 诱 导 内 源 性 
SAMHD1 的 细胞 定位 及 Southern blot 检测 了 SAMHD1 细胞 定位 对 病毒 复制 的 影响 。 结 

在 Huh7.0 细胞 中 ，SAMHD1 的 RNA 水 平和 蛋白 表达 明显 受 干扰 素 a 和 B 的 诱导 升 高 ; 干扰 
SAMHD1 后 干扰 素 a 和 B 对 HBYV 复制 的 抑制 作用 消失 ; SAMHD1 定位 在 细胞 核 内 , 干扰 素 a 
诱导 SAMHD1 同样 定位 在 细胞 核 内 ， 缺 失 核定 位 信号 后 SAMHD1 RAT Hap il we A 
的 作用 。 结 论 : 在 Huh7 细胞 中 ,干扰 素 a、B 能 诱导 SAMHD1 表达 上 调 来 抑制 HBV 的 复 
制 ，SAMDHI 的 抗 病毒 作用 依赖 于 其 细胞 定位 。 

关键 词 乙 型 肝炎 病毒 ”干扰 素 SAMHD1 抑制 
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乙 型 肝炎 病毒 ( Hepatitis B virus, HBV) 感 染 是 一 个 重要 的 全 球 健康 问题 ， 全 
球 范围 内 有 大 约 2.4 亿 人 感染 乙肝 病毒 帆 ， 乙 肝病 毒 慢 性 感染 可 导致 肝 硬化 、 肝 
衰竭 和 肝癌 中。 目前 治疗 治疗 慢性 乙肝 的 药物 主要 为 核 苷 酸 类 似 物 和 干扰 素 
(nterferons,IFNs)Dl。 核 苷 酸 类 似 物 治疗 由 于 HBV 耐 药 突 变 株 的 出 现 , 效果 常 
常 不 能 持久 ， 而 干扰 素 (Interferons,IFNs) 作为 乙肝 治疗 中 一 种 常用 的 抗 病毒 药 
物 , 可 以 诱导 多 种 抗 病毒 蛋白 表达 发 挥 其 抗 病毒 作用 ， 因 此 寻找 干扰 素 诱 导 的 效 
应 基因 并 解析 其 抗 病毒 机 制 具 有 非常 重要 的 意义 。 

SAMHDI ( Sterile alpha motif (SAM) and histidine/ aspar aciticd(HD) 
domain -containing protein 1) Æ — F} E H W AA RA RAT, 能够 
抑制 逆转 录 病 毒 (如 HIV-107) 和 DNA 病毒 (如 HSV-18) 的 复制 ， 主 要 


# 国 家 自然 科学 基金 资助 项 目 (81471945) ;重庆 市 科 委 自然 科学 基金 项 目 (cstc2018jcyjAX0166) ; 重庆 市 教委 重庆 市 青少年 创 
新 人 才 培 养 锥 座 计 划 〈( 第 七 期 ). 
** 通 信 作 者 : 胡 源 ， 副 研究 员 ， 电 子 邮 箱 : tottyhy@163. com 


中 


加 


生物 工程 杂志 China Biotechnology 


通过 降解 病毒 复制 需要 的 dNTP 原料 来 有 效 抑制 病毒 的 复制 。 最 近 报 道 HBV 作 
为 逆转 录 病 毒 ，SAMHD1 可 通过 其 磷酸 水 解 酶 活性 抑制 病毒 的 复制 办。 

最 近 报 道 在 U87-MGU°l, HEK293T 、HeLal0 和 原 代 单 核 细胞 02 中 ，IFN-a 
可 以 诱导 SAMHD1 蛋白 的 表达 上 调 , 而 在 肝癌 细胞 中 SAMHD1 受 干扰 素 调控 而 
抑制 HBV 复制 报道 较 少 ， 因 此 本 文中 我 们 主要 探索 了 干扰 素 诱导 SAMHDI 对 
于 其 抗 毒 作用 的 效应 以 及 SAMHD1 抗 病毒 作用 是 否 依赖 于 其 细胞 定位 。 


.一 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

肝 瘤 细胞 Huh7.0 细胞 由 实验 室 保 存 ， 胎 牛 血 清 来 自 BI 公司 ，DMEM 培养 
基 、 丙 酮 酸 钠 及 青 - 链 霉 素 购 自 Hyclone 公司 ; Takara 公司 购买 道 转录 试剂 盒 ; 
siRNA 由 上 海 吉 玛 公司 合成 ; SAMHD1 抗体 购 自 Cell Signaling Technology 公司 
HA 抗体 、Alexa Fluor® 488 和 Alexa Fluor® 647 购 自 Thermo Fisher Scientific 公 
司 购买 HA Hifk; SDS-PAGE 凝 胶 配 制 试剂 盒 、 山 羊 血 清 、GAPDH 抗体 、DAPI 
染色 液 、 抗 荧光 淳 灭 封 片 液 购 自 自 云天 公司 ，SANTA CRUZ 购买 B-Actin 抗体 ; 
中 杉 金 桥 购 买 鼠 和 兔 二 抗 ; Dako 公司 购买 HBc 抗体 ，Roche 公司 购买 DIG 探 针 
标记 检测 试剂 盒 、PCR 产物 纯化 试剂 盒 、Nylon 膜 ，Invitrogen 公司 购买 脂 质 体 
3000 转 染 试剂 ; 美国 Millpore 公司 购买 PVDF 膜 、Western 显 色 底 物 ; 柯达 公司 
购买 胶片 、 显 影 液 、 定 影 液 ; 


1.2 方法 
1.2.1 质粒 构建 和 细胞 培养 

SAMHD1 表达 质粒 是 由 北京 义 殴 神州 生物 基因 公司 构建 ，cDNA 序列 
(NM_015474.3) F] pcDNA3.1 Rik, PRAGMA HA 标签 。Huh7 细胞 、 
HEK293T 细胞 培养 采用 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM S598, 37°C, 5% CO REF 
培养 。 质 粒 转 染 、siRNA 干扰 按照 invitrogen 公司 的 lipo3000 转 染 试剂 说 明 书 操 
作 。 
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表 1.SAMHD1 的 定点 突变 引物 序列 和 特异 性 SIRNA 干扰 序列 
Table 1. Sequence of primers for site-directed mutagenesis and siRNA target for SAMHD1 


引物 序列 (一 37 


SAMHD1-D11-14 FP CGATTCCGAGCAGCCCTCCTGCGATGACA 
SAMHD1-D11-14 RP TGTCATCGCAGGAGGGCTGCTCGGAATCG 
SAMHD1-D207N FP GCTGGACTTTGTCATAATCTCGGTCATGGGCC 
SAMHD1-D207N RP GGCCCATGACCGAGATTATGACAAAGTCCAGC 
sisAMHDI1FP: GCAGCCAACAGGACAAAUVATT 


sisAMHDI1RP: UAUUUGUCCUGUUGGCUGCTT 


1.2.2 免疫 荧光 检测 SAMHD1 在 细胞 中 的 定位 

6 孔 板 中 放 入 10X 10mm 灭 菌 玻 片 后 ，PBS 洗 两 遍 。 种 细胞 于 6 孔 板 中 ， 待 
细胞 贴 壁 后 ， 第 一 组 通过 IFN-o 诱 导 SAMHD1 内 源 表 达 ， 第 二 组 过 表达 
HA-SAMHD1 及 HA-SAMHD1 核定 位 缺失 (D11-14) 质 粒 ,48h 后 对 细胞 进行 处 弄 
条 件 为 : PBS WAH 4% 多 聚 甲醛 固定 25min, £ 0.15% Triton X-100 的 PBS i 
透 处 理 10min， 山 羊 血清 室温 封闭 30min 后 ，IFN-o 诱 导 组 滴 加 100Ml 山羊 血清 
稀释 的 SAMHD1 抗体 (1:100)， 过 表达 HA-SAMHD1 及 HA-SAMHD1 核定 位 
缺失 组 滴 加 100ul 山羊 血清 稀释 后 的 HA 抗体 (1:100),4C 湿 盒 中 孵育 过 夜 .IFNr-u 
诱导 组 加 Alexa Fluor 647 标记 的 山羊 抗 兔 IgG KZH (1:500)， 过 表达 
HA-SAMHD1 及 HA-SAMHD1 核定 位 缺失 组 加 Alexa Fluor 488 标记 的 山羊 抗 小 
鼠 IgG 荧光 二 抗 ( 1:500) FAIA 2h, DAPI 染 核 ， 抗 荧光 深 灭 封 片 液 封 片 后 在 
共聚 焦 显 微 镜 下 观察 。 
1.2.3 荧光 定量 PCR 检测 干扰 素 处 理 后 SAMHD1 的 表达 

细胞 通过 干扰 素 a、B、Y 诱 导 处 理 2 天 后 用 TRIzol 法 提取 mRNA"), Wiese 
为 cDNA， 通 过 荧光 定量 PCRI4 检 测 SAMHD1 的 mRNA 水 平 变化 情况 。 


hoo 


o 


k 


1.2.4 Western blot 检测 不 同 处 理 后 的 SAMHD1 的 表达 

干扰 素 ag、B、Y 处 理 细 胞 ，SAMHD1 的 siRNA 干扰 、 以 及 过 表达 SAMHDI1 
处 理 3 天 后 用 RIPA CE 10%cocktail) 裂解 液 裂解 细 胞 提取 和 蛋白。 12% SDS-PAGE 
电泳 后 ， 转 膜 至 PVDF 膜 上 ，5% 脱 脂 奶 粉 封闭 2h， 分 别 加 入 SAMHD1 T592 位 
点 磷酸 化 抗体 (#15038, CST 公司 )、 抗 HA 小 鼠 抗体 (AH15$8， 恬 云天 )、B-actin 
(TA-09， 中 杉 金 桥 ) 于 4C 孵 育 过 夜 。 第 二 天 TBST 洗涤 4 次 ， 每 次 Smin， 然 后 
加 入 山羊 抗 免 或 小 鼠 的 二 抗 旷 育 lh， 最 后 采用 ECL HIKE, PARA 
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RRIS S o 
1.2.5 病毒 核心 颗粒 DNA 的 提取 

采用 蔗糖 密度 梯度 离心 法 提取 病毒 核心 颗粒 中 HBV DNAS); 转 染 3 天 后 ， 
细胞 用 CPLB 裂解 液 (10mMTris-HCl, 1mM EDTA, 1% NP-40, 2%jt #4) AME Ja » 


10000rpm 离心 Smin， 上 清 液 用 微 管 酶 ( Micrococcal Nuclease, M’Nase)37°C ¥H 1h 
1h， 然 后 在 30% 芒 糖 密 度 介 质 中 ，45000rpm 超速 离心 2h 提取 病毒 颗粒 ， 蛋 白 酶 
K 消化 过 夜 后 用 酚 / 氯 仿 / 噶 成 醇 抽 提 ， 乙 醇 沉 淀 得 到 HBV DNA. 
1.2.6 Southern Blot 检测 HBV 的 复制 水 平 

1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 70min， 碱 变性 后 转 膜 至 Nylon 膜 上 ， 紫 外 交 联 固定 
DNA 后 , 采用 地 高 辛 标记 的 DNA 杂交 试剂 盒 进行 , 与 地 高 辛 抗体 进行 杂交 后 显 


二 
IR o 


1.3 ”统计 学 分 析 
以 上 统计 数据 由 SPSS 19.0 软件 处 理 ， 数 据 采用 单 因素 方差 分 析 。 当 双 侧 显 
著 性 水 平 P<0.05 时 认为 有 统计 学 差异 。 


2 结果 
2.1 FH BAER SAMHD1 的 表达 
我 们 首先 探索 了 干扰 素 a、B、Yy 对 SAMHD1 的 诱导 效应 :肝癌 细胞 Huh7.0 


分 别 用 不 同 剂量 的 干扰 素 g、B、y 诱 导 处 理 48h 后 ， 分 别 通 过 荧光 定量 PCR 和 
Western blot 检测 SAMHD1 RNA 和 和 蛋白 的 表达 水 平 ， 结 果 表 明 : 干扰 素 a 和 6B 处 
理 后 ，SAMHD1 的 蛋白 表达 水 平 明 显 随 其 剂量 的 增加 而 显著 增加 。 与 对 照 组 相 
比 ， 干 扰 素 a 2000U/ml 剂量 处 理 后 ，SAMHD1 的 mRNA 和 和 蛋白 水 平分 别 上 调 6 
和 17.5 倍 , 干扰 素 B 在 20U/ml 剂量 处 理 后 , SAMHD1 的 mRNA 和 蛋白 水 平分 别 
调 10 和 7.2 倍 ， 而 干扰 素 y 处 理 后 ，SAMHD1 的 mRNA 和 和 蛋白 水 平 没 有 明显 
调 (图 1)， 表 明 SAMHD1 主要 受到 了 型 干扰 素 的 诱导 上 调 。 
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图 1 肝癌 细胞 Huh7.0 RFR B. yh SAMHD1 的 诱导 效应 


Fig.l Interferon a, B, y induce SAMHD1 expression in Huh7.0 cells 


2.2 沉默 SAMHD1 后 后 抗 干扰 素 w、B 对 ABV 的 抑制 作用 

我 们 进一步 通过 siRNA 沉默 内 源 性 SAMHD1 的 表达 后 ， 分 析 在 干扰 素 a、B 
对 HBV 的 抑制 作用 : 首先 我 们 确定 了 siRNA 特异 性 干扰 内 源 性 SAMHDI 的 表 
i&, SAMHD1 基因 RNA KPFT 67% (图 2a); 同样 在 Huh7.0 细胞 中 先 特 
异性 干扰 SAMHDI1 后 , 转 染 HBYV 复制 质粒 后 再 分 别 加 入 干扰 素 a (1000U/ml) 和 
B (QQ20U/ml) 处 理 ,72 小 时 后 提取 病毒 核心 颗粒 DNA, 通过 Southern blot 检测 HBV 
复制 水 平 ( 图 2b)。 结 果 表 明 : 与 对 照 组 相 比 ， 干 扰 内 源 性 SAMHD1 后 干扰 
BEN 65%), HBV 复制 水 平 显著 增加 2.3 fF (图 2b， 比 较 泳 道 1 和 2)， 表 明 
内 源 性 SAMHD1 能 够 抑制 HBV 复制 ， 干 扰 素 o 或 干扰 素 B 处 理 后 ，HBV 复制 显 
著 下 降 (图 2B， 比 较 瀛 道 1 和 3 或 泳 道 1 和 5)， 但 是 沉默 内 源 性 的 SAMHDI1 
表达 后 ， 干 扰 素 w 和 干扰 素 B 抑 制 HBV 复制 的 作用 明显 减弱 ， 表 明 干 扰 素 a 和 干 
扰 素 B 抑 制 HBV 复制 的 作用 依赖 于 内 源 性 的 限制 性 因子 SAMHD1。 
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图 2 干扰 SAMHDI1 后 INa、B 对 HBV 的 抑制 作用 
Fig.2 Effect ofSAMHD1 knockdown on inhibition of IFN a, B toward HBV 


RC: 松 弛 环 状 DNA; DL: 线 性 双 链 DNA; SS: 单 链 DNA 


2.3. SAMHD1 抑制 HBV 依赖 于 其 细胞 定位 

为 了 进一步 明确 干扰 素 g、B 诱 导 SAMHD1 的 细胞 定位 及 其 抗 病毒 作用 是 否 
依赖 于 其 细胞 定位 ， 首 先 通过 免疫 痰 光 检测 了 SAMHD1 在 Huh7.0 的 细胞 定位 : 
无 论 是 干扰 素 诱 导 内 源 性 的 SAMHD1 还 是 过 表达 SAMHD1, 均 定位 在 细胞 核 内 
(图 3A、B)， 而 缺失 核定 位 信号 (NLS) 的 突变 和 蛋白 则 定位 于 细胞 质 中 (图 3C), 与 
Rice、A.Brandariz-Nufiez 等 人 的 研究 一 致 [16-17]。 
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(b) 


过 表达 HA-SAMHD1 
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图 3 免疫 荧光 试验 检测 SAMHD1 及 核定 位 缺失 的 定位 


Fig.3 Distribution of SAMHD1 wide type and NLS deletion mutant 


我 们 进一步 分 析 了 SAMHD1 的 细胞 定位 对 其 抗 病毒 
制 转 染 体系 ，Huh7 细胞 中 共 转 染 HBV i 
, 提取 病毒 核心 颗粒 后 检测 病毒 复 
变 和 蛋白 D11-14 丧失 了 其 抗 病毒 


A 
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导 作 用 (图 


4). 


导 作 用 的 影响 : 利用 HBV 


Hil Jan HLA SAMHD1 的 野生 型 或 突变 
HKE, 与 对 照相 比 , 缺失 NLS 的 SAMHDI1 
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图 4 SAMHD1 抑制 HBV 复制 依赖 于 细胞 定位 
Fig.4 Inhibition of SAMHD1 and its NLS mutation on HBV 
RC: 松 弛 环 状 DNA; DL: 线 性 双 链 DNA; SS: 单 链 DNA 


3 Wit 

干扰 素 作为 慢性 乙肝 治疗 中 一 种 常用 的 抗 病毒 药物 外 ,其 机 制 可 通过 多 种 干 
扰 素 诱导 基因 ,在 病毒 的 复制 环节 发 挥 抗 病毒 作用 , 但 是 其 具体 机 制 尚 不 是 很 清 
楚 。SAMHD1 是 可 抑制 逆转 录 病 毒 复制 的 宿主 限制 性 因子 0820， 最 近 研 究 表明 
SAMHD1 也 能 通过 消耗 细胞 内 dNTPs 来 抑制 单纯 性 疱疹 病毒 及 乙 型 肝炎 病毒 的 
复制 391。 同时 SAMHD1 可 被 干扰 素 诱导 表达 ， 因 此 本 研究 拟 进一步 分 析 干 扰 素 
诱导 SAMHD1 发 挥 抗 病毒 作用 的 效应 和 机 制 |。 

我 们 发 现 工 型 干扰 素 a、B 在 肝癌 细胞 Huh7 中 可 以 诱导 SAMHD1 的 RNA 水 
平和 蛋白 水 平 表达 上 调 ， 暗 示 I 型 干扰 素 在 肝 细胞 中 通过 诱导 SAMHD1 的 表达 
发 挥 其 抑制 ABV 复制 的 作用 ， 但 在 SAMHD1 对 HIV-1 的 抗 病毒 效应 中 ， 研 究 
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表明 TFN 处 理 活化 的 CD4+T 细 胞 ， 单 核 细胞 衍生 的 巨星 细胞 (MDM) 和 单 核 
细胞 衍生 的 树 突 细 (MDDCs) 可 诱导 SAMHD1 的 去 磷酸 化 而 发 挥 抗 病毒 作用 PU。 
因此 干扰 素 诱 导 SAMHD1， 发 挥 其 抗 病毒 作用 在 不 同 的 细胞 系 是 不 一 样 的 。 
进一步 干扰 SAMHDI 后 ,干扰 素 对 HBV 的 抑制 作用 消失 ， 表 明 SAMHD1 
可 作为 工 型 干扰 素 的 诱导 基因 发 挥 抗 病毒 作用 。 此 外 ， 我 们 进一步 分 析 了 
SAMHD1 的 核定 位 区 对 其 抗 病毒 作用 的 影响 , 结果 表明 SAMHD1 核定 位 缺失 突 
变 后 丧失 了 其 抗 病毒 作用 ， 表 明 SAMHD1 的 抗 病毒 作用 依赖 于 细胞 定位 ， 这 将 
有 利于 后 续 深入 研究 干扰 素 对 HBV 的 抑制 机 制 以 及 部 向 筛选 抑制 HBV 的 药物 。 
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The inhibition of IFN induce SAMHD1 to the 
replication of HBV in Huh7.0 cells 
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Abstract Objective: To analyze the mechanism of the inhibition of IFNs induce SAMHD1 to 
hepatitis B virus (HBV) in liver cancer cells Huh7.0. Methods: (1) Recombiant expression 
plasmids of SAMHDI1 (sterile alpha motif and histidine/ aspartic acid domain-containing protein 1) 
mutants that were defective in dNTPase (deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase) 
activity and its nuclear location mutation were constructed. (2) The mRNA and protein levels of 
SAMHD1 in Huh7.0 cells by IFNs treatment were measured by real time and Western blot. (3) 
HBV core-associated DNA levels in transfected Huh7.0 cells were measured by Southern blot. 

(4) The location of SAMHD1 and its nuclear mutation in the Huh7.0 cells was measured by 


immunofluorescence. Results: (1 ) Both the RNA and protein levels of SAMHD1 were 
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upregulated by interferons. (2) The antiviral function of SAMHD1 was lost when knocking 
down the expression of SAMHD1 by siRNA. (3)SAMHD1 lost its restriction towards HBV after 
mutating its NLS signal. Conclusion: IFNs can upregulate the expressing of SAMHD1 in Huh7 
cells. SAMHD1 is mainly located in the nucleus and its restriction towards HBV dependent on its 


location. 
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